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TITULO
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INTERVERTEBRAL DE COLA DE RATA Y SU EFECTO EN LA
INMUNOLOGIA MEDIANTE LA CUANTIFICACION DE FIBROSIS
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DR JUAN CARLOS LUNA MORTERA



ANTECEDENTES

En términos generales el disco intervertetial es la unidad de carga y
funciona como un amortiguador,encargandose de esta funcion el D.I.
El D.I. esta formado basicamente de un anillo fibroso que posee fibras
cruzadas eldsticas, que le permiten movimientos laterales y de rotacion y esta
inervado por el nervio de Luska que se deriva de la rama posterior sensitiva de
las raices lumbares. Otro componente importante del DI es el nicleo pulposo
que posee una consistencia gelatinosa formada por un B0% de agua y un
20% de proteinas entre las que destacan de manera importante los los
proteoglicanos, los cuales son macromaoléculas con propiedades elasticas
responsables de mantener la presion osmdtica y el grado de hidratacion del
nucleo.(8)

Existe poca informacidn del metabolismo 6 patologias a nivel celular del DI,
se ha establecido que existe un fondo bioguimico en el prolapso del disco en
vertebras lumbares asociado con una alteracion en la composicion de la matriz
extracelular y degtradacion de los complejos formados por protelnas y
polizacdridos en el tejido.(4)

Las propiedades fisicas del tejido nonectivo dependen de la integridad de los
componentes de la matriz extracelular, principalmente de la fraccion colagena
y los complejos de proteina y polisacédridos - Davidson 'y Small (1963)
demostraron una inversiéﬁ 0 regresian tiempo dependiente del indice queratan

sulfato/condritina sulfatoldeterminado Lomo tasa



glucosamina/galactosaminalen el nlcleo pulposos de conejos y esta tasa se
incrementa del .4 al mes de edad a 2.8 a los 20 meses,algo similar ocurre en
el nucleo pulposo humano con la edad,en la que los cambios degenerativos
del disco se conducen a una transformacién fibrocartilaginosa del nicleo que
ha sido demostrado.(12)

La degeneracién del Di conduce a cambios estructurales primero en el anillo
fibroso como son las fisuras concentricas las cuales en un principio no
comunican al ntcleo pulposo proceso descrito por Farfan (1970)(10). Estas
fisuras pueden romperse radialmente de dentro hacia afuera debido a un
incremento en la presidn intranuclear produciendose una hernia discal, Esto
produce un dolor discégeno por estimulacidn de las terminaciones del nervio
de Luskaque al ser estimuladas producen dolor lumbar y tipo cidtico reflejo y
que se conoce como dolor discégeno.Cuando se produce una ruptura total del
disco se da origen a herniacién del nicleo pulposo, que al compriomir a
estructuras adyacentes produce un dolor radic_ular,(16)

Existe la preocupacion en la clinica de aliviar 1a sintopmatologfa que afecta
cada vez mayor cantidad de adultos jdvenes en la etapa mas productiva de su
vida con la consiguiente incapacidad flsica y pérdida econdmica que acarrea.

Aproximadamente un tercio de los pacientes ortopédicos que acuden a
consulta externa por causas no traumdticas refieren desordenes de
columnha.En los pacientes mayores de 20 ailos la Irecuencia de lesiones
discales aumenta progresivamente , particularmente a nivel L4-L5 y L5-51

siendu su manejo quirdrgico en todos las ¢asos.(2)
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Los procedimientos quirirgicos son variados desde el acceso al disco
herniado a travéz de una cirugia amplia con mayores complicaciones que
beneficios y con inestabilida de columna como secuela,hasta métodos menos
invasivos como la cirugia percuténea con lo que se fogra menor doterioro
posible de los elementos neuromusculares y dseos.{19)

Todos estos procedimientos llevan como principio terapéutico los dos
puntos siguientes:
a.-Reducir la cantidad de tejido herniado
h.-Disminuir la presién intradiscal.

Todas estas acciones quirdrgicas tienen como drgano blanco el nucleo
pulposo que se prolapsa en la hernia discal y quién ademds se encuentra
directamente involucrado en el mantenimiento de la presidn intradiscal a
travéz de los siguientes procedimientos:
a.-Quimionucleolisis,
b.-Aspiracion del nicleo pulpose.
¢.-Vaporizacidn del nticleo pulposo.

Con la quimionucleolisis se consigue digerir enziméticamente a las protefnas
del nicleo pulposo ,Smith en 1964 inyectd quimiopapaina una enzima
proteolitica ,a un paclente con hernia del nicleo pulposo, como un posible
método de tratamiento.La utilizacién de sustanciuas liticas inyectadas dentro
del disco intervertebral se ha utilizado hasta el momento con relativo
éxito, pero ha caldo en desuso debido a las cormplicaciones jior ol dafo directo

del disco y a las estructuras vecinas.(5)



La aspiracién del nicleo pulposo se logra con la utilizacidén de una cénula,
que se introduce percutdneaments al disco intervertebral y se aspira una
cantidad determinada del nucleo pulposo.Esta  técnica introducida por
Higikata en 1975 se realiza con el objeto de reducir la cantidad de sustancia
herniada del disco por la descompresiéon que da la succidny liberando de
irritacién a las ralces nerviosas o a los receptores del dolor situados al rededor
del DI con un 72% de resultados satisfactorios.(13)

La vaporizacién del nucleo se logra mediante la aplicacion directa al DI de
enargla calorifica laser o de radiacion electromagnética.Esta técnica muy
novedosa en uso de 1984 tiene un nimero creciente de adeptos, es una de
las técnicas menos invasivas confiables y de resultados doptimos,pero que
necesita una instrumentacién compleja y de costo exesivamente alto,basta
decir que el costo aproximado del equipo supera los 150,000 USD.

Existen substancias cuyo efecto 6 mecanismo de accidén se encuentran en
duda,es el caso de los esteroides suprarrenales, glucocorticoides o
mineralocorticoides como la hidrocortisona ,prednisolona, metilprednisolona y
dexametasona , los cuales han sido bien probados en cuanto a su efecto
como desinflamatorios o estabilizantes de la membrana celular en pracesos
crénicos degenerativos. La accion desinflamatoria local de ta hidrocortisona ha
sido bien descrita por Hollander y cols., y el valor de la droga en la remision

-
de procesos inflamatorios en la enfermedad articular degenerativa, tendinitis,

tenosinovitis y otras condiciones relacionadas han sido  universalmente



confirmadas.Pero queda la duda del mecanismo de accion de estas drogas en
el DIL{6)

En la fiteratura existe poca informacion en cuante aluso intradiscal de estos
esteroides. Feffer inyecto en 1969 directamente a! nuclen pulposo de 60
pacientes con hernia de disco con dos propdsitos,uno diagndstico ya que
realizaba discograffas combinando este medicamentos con madio de contraste
y ¢l otro terapéutico,ohteniendo sorpresivamente una remision completa de la
sintomatologfa de los pacientes hasta en un 67% de los casos en forma
sostenida aun a 8 meses del seguimiento.la sombinacion utilizada era de
hidrocortisona 50 my y iodopiracetato al 35%.Este hallazgo o llevo a postular
que la hidrocortisona actia sobre la matriz extracelular favoreciendo la
polimerizacidn de los polisacéridos del tejido conectivo,haciun.do de esta forma
reversibles los cambios degenerativos ya existentes en el disco(20) '

Todos estos antecedentes nos han interesado profundamente en &l estudio de
los mecanismos que mantienen la presion intradiscal y el efecto que tienen

los esteroides sobre este pardmetro fisiolégico.(7)



JUSTIFICACION

La patologfa discal ¢s un padecimiento cada vez mas frecuente producto de
procesos degenerativos de la matriz extracelular de) tejido discaly  que  su
inicio es incidioso a partir de la segunda década de fa vida. Un tercio de los
pacientes que acuden a consulta artopédica retieren lumbalgias, cidtica,
lumbociatica 0 lumbodinia cuyo origen se liene en la  patpiogla
discal,particularmente en la hernia de disco de los niveles L4-L5 y L5-S1.
Actuelmente existe fa tendencia en la artopedia y otras disciplinas en utifizar
métodos  quinirgicos  menos  invasivos,eon  la  menor  complejidad

instrumental,de hajo costo y que aseguren resultados terapéuticos en el
)

menor tiempo posible y con mejorfa ciinica sostenida 6 défini!ivu.

Adn con las ventajas que presentaa los actuales métodos quirdrgicos
creemos que el empleo de sustancias derivadas de esteroides aplicadas en el
disco intervertebral en pacientes con hemia discal tiene una efectividad

terapdutica similar al tratamiento quirdrgico,

El mecanismo mediante ol cual las sustancias derivadas de los esteroides
funcionan en la terapia intradiscal no es muy claro.Puede ser por elefecta
antiinflamatorio que poseen o quié actden sobre la polimerizacion. de los
proteoglicanos del nucleo pulposo alectando por lo tanto el grado de
hidratacion del mismo.Por otro lado sabemos que la degeneracidn del disco

intarvertebral esta directamente relacionada con alteraciones en la matsiz



proteoglicanos del micleo pulposo afectando por lo tanto el grado de
hidratacion de! mismo.Por otro lado sabemos nque la degeneracion del disco
intervertebral esta directamente relacionada con alteraciones en lg matriz
extracelular del tejido conectivo en que (a relacion sulfato de queratan/sulfato
de condroitina esta alterada.

En el prasente trabajo mediremos lo cantidad de fibrosis en los campos
histolbgicos de los nucleos del DI previamente herniados e inyectados con una
combinacion de esteroides xilocaina y medio de contraste,para obtener una
posihilidad del mecanismo de accion de estus substancias sobre ol disco
intervertebral de colas de ratas herniados  Proponiendo a su vez un
tratamiento de bajo costo y con una etectividad terapéutica aceptable y

sostenida.



HIPOTESIS

Esta demostrado en numerosos trabajos que ls aplicacion de esteroides
intradiscales dismunuyen la cantidad de agua porque actda no como
antiinflamatorio, sino como deshidratante al impedic la resorcion no de
sulfatos en los proteoglicanos, Nosotros consideramos que al disminuir la
presidn y estimular la fibrosis disminuye la presion intradiscal.

Se ha demostrado clinicamente que los esteroides intradiscales disminuyen
el dolor discégeno y radicular,por 10 que np consideramos este trabajo como
hipdtesis sino como demostracion de la accién de los estercides como

deshidratantes dei disco intervertebral.



OBJETIVO PRINCIPAL
Se demostrard gue los esteroides tienen un efecto deshidratante sobre sl

disco intervertebral en la administracion directa en discos hemiados de ratas.



OBJETIVO ESPECIFICO

Se medird fa presién intradiscal en discos interverterbales herniados de cola
de rata antes y despueés de la administracidon de una mezcla de
esteroides,xylocaina y ‘medio de contraste para observar los cambios de

presion y la formacion de fibrosis en estudio de anatomia patoldgica.



MATERIAL Y METODO
Este trabajo fue realizado  en b INSTITUTO NACIONAL DE ORTOPEDIA, EN
EL AREA DE INVESTIGACION, especificamente en cirugla experimental,
Para este trabajo se utilizaron fas colas de atas de 8 semanas de edad y con
un peso de 550 gramos a 710 gramos.
Se llevd control de la dieta y medio ambiente de los animales.
Se utilizé el quirdfano que inclufa aparato de rayos X, Insttumental de
microcirugia y microscopio; utilizamns coma soluciones medio de contraste de
conray, metilprednisolona vy xilocalna,
El modelo experimental consistié  en (o utifizacion de fa cola de 13 rata,
iocalizabdo ligamentos 1 posterior y 2 laterales, loucalizar los dfscns
intervertebrales , colocar sustancias radiopacas para realizar discografias y
reproducir hernias discafes.
La valoracion de las hernias fue realizada por el departamento de anatomia

patoldgica, ya que no se pueden visualizar por Rx.



Fig 1 Se aprec

an dos alambres de Kirshner

Y en medio ¢l ligamento latera)

Posterior izquigrdg que es el que Seccionamos para |4 produccidn dg |3 hernia



permite el movimiento lateral de las

Fig 2A se observa que el ligamento

verterbas a 20°



Fig 2B Al momento de cortar, el ligamento permite mover hasta 60° con lo

gue conseguimos la ruptura del anillo fibroso y producimos la hernia



RIS

En A se aprecia el anillo fibroso

En B se aprecia ef nickeo pulposo

Enla flecha se aprecia la hernia de disco



METODO

£l método consistid en eeproducir hernias discales realizando «l

modelo experimental antes descrito.

Para la puncion del disco intervertebral, se utilizo anestesia general
con pentobarbital sodico, intraperitoneal a dosis de 60 mg/ kg/ peso.
El abordaje quirirgico serd por via anterior de fa cola llegando directamente a
ligamento anterior y seccionando el ligamento lateral derecho con flexion
forzada de la cola de 50-80 grados. { como se ilustra en el esquema)
Se midié la presién intradiscal a 3 niveles e inyectamos en- el espacio
problema metilprednisolona & una dosis de 80 mg x ml y un nivel arriba Y
abajo se inyecta xilocaina 0.1 ml.
Tomamos controles radiogrdficos con equipo de rayos X portatii con una

intensidad y distancia similar para todos los casos a 55 Kv. 10 mA 10/17 .



METODO DE CONTROL

Se gacrificaron {as ratas a las 6, semanas y se enviaron las porciones de la
colg afectada al servicio de Anatomia Patolgica, donde se realiza frotis y
tincignes en los espacios de control superiores e inferiores.

En i3 valnracion de histologia se valorard la crmiicad de nicleo pulposos vy la

presancia de tejido fibroso.



DISCOMANOMETRO

Este aparato fue construido en el laboratorio de biofisica y mecénica del
Instituto Nacional de Ortopedia,utilizando para esto un transductor de presién
,un amplificador y un marcador digital logrando medir las presionas en
milipascales,lod cuales se convierten a milimetros de mercurio.

Técnica; Se utilizé una jeringa de insulina y se aplicaron dos centimetros de la
mezcla ,dejando el liquido dentro del disco y conectando a una llave de tres
vias ¢l sisterna hacia el discomandmetro haciendo la lectura 5 segundos
posterior a la derivacién.Este modelo para maedir la presién se tomo como

bhase del hecho de la investigacidn para medir la presién discal.



Fig.-4
1.-Discomanémetro
2.-Aditamento para medir fa presion

3.-Vértebras de cerdo



Fig.~5Jen‘ng

a de insulina en g mamento de |g

aplicacién



RAYOS X
Se tomaron los controles radiogréficos con un aparato de rayos x marga
General Electric adaptando un tubo de plomo coro cotimador a 90 cm de
distancia con 55Kv y 10 mA a 10 sobre 1, valoradas a base de esquemas que

son motivo de otra linea de este estudio.



ANATOMIA PATOLOGICA

Posterior a la produccion de hernia de disco e inyectada la mezcla y tomada
la medicidn de la presion,se sacrificaron las ratas a las 6 semanas ,realizando
previamente una Gltima meicién de la presion con el método ya explicado
fueron enviadas a anatomia patoldgica en donde se prepararon los discos
introduciendolos en cubos de parafina y realizando cortes finos tifiendolos con
técnica de hematoxilina y eosina,para mediante un objetivo cuadriculado
observando el nimero de cuadros que contenfan un 60 a 70% de contenido
fibroso con respecto a el total de cuadros cuantificar la cantidad de tejido
fibroso en el .miclen pulposo asi como a los controles de los discos sanos

adyacentes a modo de comparacidn.



RESULTADOS
Se valoraron dos pardmetros basicamente;
a.-La presién intradiscal,

B.-Variaciones anatomopaltoldgicas.

Dentro de 1a medicion de las presiones intradiscales,obwvimos los siguientes
resultados.

De las 5 ratas que se utilizaron solo se tomaron en cuenta dos.Las causas
fueron;

1.-Errores en el manejo del métado

2,-Muerte prematura de los animales.

J.-Errores en el manejo de los dispositivos de medicion.



Sexo

Sexo

Sexo

Sexo

M

Peso

5709

Peso

570gm

Peso

620gm

Peso

620 gm

RATA MUMERO 1

DISCO INYECTADQ Y HERNIADO

presion inicial

31 milipascales

presidn final

22 milipascales

DISCO SANO

Presion inicial

30 milipascales

niesién final

29 milipascales

RATA NUMERO 2

DISCO INYECTADO Y HERNIADO

Presion inicial

31 milipascales

Presion final

21 milipascales

DOSCO SANO

Presion inicial

31 milipascales

Presidn final

30 milipascales



La presion resuitante en i primera etapa del estudio  se calculp en 30
milipascales que son igual a 232 milimetros de mercurio,y que at tinal fue de
22 rmilipascales que equivalen a 187 milimetros de mercurio o que nos indica
que disminuyd la presion en un 26%.En el disco sano al término de la
segunda tora el promedio de disminucion fur <e 54,

Los resultados de anatomopatologla encontrarnos que en los discos
normates no hubo fibrosis en cambio en jos discos a los que se aplicaron 13
mezcla utilizada presentaban moderada fibrosis,

Respecto a! volumen se midieron en dos planos encontando en los discos

sanos un volumen de fibrosis aproximado det 40% vy en los discos inyectadas

un promedio de 10%



DISCUSION
Este trabajo experimental que en an principio estaba planeado para 5
ratas,solamente se togrd cubrit todus los perametros en dos de ellas,pera
puede tener valor para que en un futuro analizando las causas sirva Como un
madelo pasa valorar la trerapia intradiscol con otras substancias,y tratandase
de los esteroides no sabemos si los diferentes tipos y formas de
administracinn nos den diferentes resubtados,
De lo que estamos sequros es que los esteroides intradiscales disminuyen la
presién y favorecen la fibrosis.
Queda como incégnita en futuros trahajos de investigacion si esta fiobrosis se
detiene ¢ continda y at continuar si baja la presién intradiscal.Otra incdgnita

es de que efecto tendrfa la aplicacion de una segunda dosis de esteroides.



CONGLUSINNES
-l uso do esteroides intradiscales si altera la funcion y la anatomfa de los
discos de colas de rata,disiminuyendo ta presion intradiscal en un 28% & las
seis semanas que equivale en el humana 84 semanas superiendo que las
ritas vivan B anas en promedio.
EHuso de esteraides imratiscates altera el voluimoen del ndclea pulposo por
sustitucion de proteoglicanns @ tejido Tibroso siendo #n nuestro estudio un

aumento de 30%.
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